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SUIUIUary 
The action of phloxine， which is used as a food additive at present in J apan， on catalase 
and nuclease activities and on DNA was investigated in vivo by using mouse and E. coli. 
Remarkable differences of appearance were observed between phloxinかfedand norト
fed mice. Phloxine remarkably depressed E. coli catalase activity in vivo. Deoxyribo-
nUclease activity of E. coli was strongly enhanced but ribonuclease was inhibited by the 
action of the food dye. 
To clarify the influence of phloxine on the physico幽chemicalnature of DNA in vivoJ 
the ratio of enzymic decomposition of mouse and E. coli DNAs treated with phloxine 
was compared with that of untreated ones. The result of base analysis indicated that 
the DNA obtained f1‘om phloxinかtreatedorganisms was similar to that from normal 
ones. Through the sucrose density gradient centrifugation of DNA from mouse fed with 
phloxine， itwas confirm巴dthat the DNA was depolymerized and that its components， 
particularly the very large molecules， were considerably split. 
緒言
先にわれわれは食用ターノレ色素が，in vitroでタンパク質分解欝系1.2)かよび核数分解酵素3) の
活性を低下させることを報告した.特l乙デオキシリボヌクレアーゼ (DNase).t~，よびリボヌクレ
アーゼ (RNase)I乙対する活性阻害は， キサンテン系色素η場合が著しく高く，そXll禁色索。構
造中l乙ハロゲン分子を含むものはi旺努度が大であった4) 一般にキサンテン系色素が光化学的作
用を有することはよく知られてかりへ これら色素類の光化学反応はいろいろな方向から研究さ
れている叩
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食品添加物の安全性については種々の論議が行なわれてbり，特l乙食mタ…ノレ色素によって着
色された食品を長年にわたって摂取した場合の{護服務性， lil変災原性などを含めた安全性への[ct
倶の念は，なb根強く残っているのが現状であろう.
これらの綴点から，キサンテン系色素の一つであるフロキシン(赤色104号)をマウスならび
に大腸1遂に投与して，生体内の 2，3の酵素活性;t'よび核般に及ぼす影響を検討したのでその結
果を報告する.
実験方法
1.供試色素および生物
1-1. マウスおよび飼料の調製法
用いたマウスは ddN系で飼料なよび水は不断給与，給水とし，飼育は自然温度の舎内で行な
った.最初の綴(めから産れた子 (F1) は荷!~乳後親からはなして親と悶じ飼料を与えた.このよ
うにして第2世代目 (F2)まで飼育した. 1若手の実験に用いたマウスは 51五で，各代の飼育期間
は 3~4 カ月であった.
飼料は前線8) と同様l乙市販の短梓状のマウス開型飼料(オリエンタ Jレ醇!な(株)製〉を粉砕し，
乙れに重量比で0.5，1.0， 2.096 になるようにフロキシン(熊谷染料(株)製，国立衛生試験所
検査合格品)を混合し，適;匿の水を加えてふたたび綬梓状lζ後形した後， 600C以下で乾燥して
調製した.
1-2. 大腸菌および培譲液
大腸菌 B株 (Escherichiacoli B strain)を用い，上記フロキシンを 100ppm'となるように加え
たグルコース添加プイヨン培地(肉エキス0.596，ポリペプトン 196，穏化ナトリウム0.596，グ
ルコース 196)で370C，24時間ff養した.
2. 大腸蕗の抽出液の調製
大腸菌をフロキシン 100ppmを合t.s培地で司法養後，冷却下で遠心分離 (6，000rpm，15分間)に
よって菌体を集め， O.OlMトリスー境酸緩衝液 (pH7.5)にけん濁して， 2間洗浄した弱体rc
10倍容量のトリスー塩酸緩衝液 (pH7.5)を加え氷冷下で超音波処礎 (15Kc，10分間)を行ない，
次いでその処理液を遠心分離(lO，OOOrpm，15分間)して上澄淡を得た.この上澄;伎には赤色色素
(フロキシン)が極くわずかではあるが含まれているので，セファデックス G-25を用いてゲ、ノレ
ろ過し色素を完全に除いた画分を抽出液としてその酵素活性を測定した.
3. 酵素活性瀦定法
3-1. カタラ…13活性の測定
前報8)1乙記載したマウス!汗カタラーゼ、活性の測定法に従った.すなわち， O.OlM 過酸化水素
0.5mlとO.lMリン酸塩緩衝液 (pH6.8)2.0mlを含む混液に前記抽出液 1r泌を添加し，氷水中
で5分間反応させた.2N硫酸 1mlを加えて反応を止め，遠心分離 (OOC，10，000rpm， 15分間)後
の上波液から 2mlをとって 0.005N過マンガン殺カリウム溶液で・滴定し，富手議液無添加の対照
との若から分解された過酸化水素震を求め，抽出液 1ml中lζ含まれるタンパク質量 (mg)で除し
た値を苦手:索活性として示した.なj示タンパク質含量は銅 Folin法9)，ζよって定fました.
3-2. DNase活性の汲tl定
子止や胸腺より調製した0.496DNA溶液 0.3ml，0.1班塩化マグネシウム O.lml，1M トリスー
塩酸緩衝液 (pH7.5) 0.15ml，脱イオン7l<0.20mlからなる混波を 370Cで5分間保温した後，こ
れに大腸菌の抽出液 0.25mlを加えた.370Cで30分間反応させた後， carrier DNA (0.296)溶
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液 0.25ml，1N冷過塩素酸 1.0mlを加えて反応を停止させた.OOCで10分間放援し，遠心分離
(3，000rpm，15分間)した後上澄液 1mlをとり，脱イオン水で 5ml1乙希釈した.続いてその希釈
液の 260nmにかける吸光度を測定し，ブランクの吸光度とのZ~を酵素活性とした.
3-3. RNase活性の測定
RNaseの反応液組成は 0.3Mトザスー盗殺緩衝液 (pH7.5)0.2ml，酵素液 0.25ml，脱イオン
水 0.3ml，1.2Sぢ酵母 RNA溶液 0.25mlで全容;誌は 1.0mlであった.反応条件は DNaseの場合
と同様であるが，反応の停止には0.75%酢酸ウラニウムを含む2596過協栄酸 0.2mlを尽いた.
4. DNAの調製
マウス肝臓 DNAはと殺産後の肝臓より SDS法10)によって， また大腸菌 DNAは集爾後直ち
にMarmur法11と準じて調製した. なおマウス肝臓 DNAは，いずれの実験も， フロキシンを
所定の濃度合む飼料で3ヶ月鰐脊した親 (P)のマウスより調製したものを用いた. いずれも純
度9596以上の高重合 DNA採品であった.
5. DNAの塩基分析
DNAの塩基分析は Hersheyらの盗殺分解法12)を用いた Uchidaらの改良法13)1とよって行なっ
た.
6. ショ糖密度勾配遠心法
O.lM域化ナトリウムー0.05Mリン酸塩緩衝液 (p狂7.0)を含む596かよび20%のショ糖溶液14)
2.4mlずつを用いて，5ml容のニトロセルロースチューブに5%から2096にいたる藍線的なショ
糖密度勾配液を作った.その上に流動パラフィンを重層させ，試料0.2mlをさらにその上に静か
にのせ，趨遠心分離機(日立， 55P-2製，ローターSW-RP40A)で30，000rpm，4時間遠心分離
した.遠心分裂ft後チューブの底に穴をあけ，内波を試験管lζ3泌ずつ分取し，それぞれに 1mlの
水を加えて，分光光度計(臼立， 139型)でミクロセノレ(光路 50mm)を使用して 260nmの吸光
度を測定した.
沈降定数 S~O.W は Burgi ら 15)1とより提出された次式より求めた.
so -f坐主盟三里i
20， lIJ
D: チュープ表面からの距離 (cm)
ω: 悶転数 (rpm)
t: 回転時間
試料のマウス DNAは260nm1ζ為、ける吸光度が0.80(DNAとして 40μg/ml)となるように16)
希釈して超遠心分離に供した.
実験結果および考察
1. フロキシン投与マウスの外観的所見
フロキシン無添加飼料の対日夜群は正常な毛なみを示したが，フロキシン添加飼料の試験群は全
体的に体毛が抜けやすく，=8なみが荒れていた.この現象は親の代 (P)の1.096フロキシン区に
とくにはっきり認められた.これらの中で一部のものは，下あごから胸にかけて皮腐がやぶれ，
出血してただれたような症状を示した.
また，歩行運動がぎ ζちなくなったものが親の代の1.0労区，第2世代目 (Fz)の0.596区， 2.0
96区などに見られた.
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肝臓採取のために解部した際，皮下(乳腺上)に小円形(径 5mm位)の内股機の国まりのあ
るものがあった.このような症状は 2.096区の第 1 佐代田 (F1) の雌 1 匹，第 21丘代目 (F2) の Dti~
3践に見られた.
2. 大腸繭の増殖度に及ぼすフロキシンの影響
フロキジンが大腸菌.の増殖に及ぼす影響について検討するために，培養液の 660nmrc.:b'ける
吸光度を測定して増濯E与を求めた.その給来は Table1のようであった.
Table 1. Effect of ph10xine on growth of E. coli. 
Phloxinc， 100 ppm 
Control 
OD，660nm 
0.899 
0.953 
Growth 
Ratio (%) 
94.3 
100 
E. coli was stationarily culturcd in the medium containing glucose 1， pcptone 
1， meat extract 0.5， NaCl 0.5% and phloxine 100 ppm fo1' 20 hrs at 370C. 
フロキシン 100ppm添加培地での大腸T!siの増般は対照区と比較してほとんどKはなく，この程
度のフロキシンの濃度では大腸菌は外観上ほほ正常な値にまで増殖することが永された.
3. フロキシン添加培地で培盤した大腸菌のカタラーゼ活性
フロキシン添加1f地で地養した大腸i!ffのカタラーゼ、活性を測定して，フロキシンが菌体内カタ
ラーゼに及ぼす影響を検討した.
Tablc 2. Effect of phloxine on catalase activity of E. coli. 
Phloxine， 100 ppm 
Control 
Catalase activit y 
Decomposed H202 Ratio (%) 
gjmg protein 
3.24x 10-4 
6.84x 10-' 
47.0 
100 
Bacterium was cultured under the condition desc1'ib巴din Table 1. 
Table 2 Ir:示したように，T!sj体内カタラーゼ活性は，フロキシン添加培地のものはフロキシン無
添加のものにくらべると4796となり著しく低い依を示した.マウス lζフロキシンを投与・した場合
の肝臓カタラーゼ、の活性低下はすでに報告した8) が，大腸菌にたいても問機の現象が認められた.
過酸化水素のウイノレス誘発能や突然変爽誘起能は山藤らにより詳細に研究されてお、り 17，18) ま
た担?記載1I段!のカタラーゼ、活性は強く阻害されていることも平くから知られている19，20，21)過酸化
水素が生体内l乙蓄積されるのは主としてカタラーゼ、の活性が阻答されるためであると考えられる
から，フロキシンが生体のカタラーゼ、活性を阻害するということは軽視できない現象であろう.
4. フロキシン添加培地で培饗した大騒磁の DNaseおよび RNase活性
フロキシンが大腸菌D核酸代議fIζi防総を与えるかどうかを誠べるために，色素添加培地で培養
した大腸菌J)DNaseとRNase活性を検討した.それらの給来は Table3 Iζ示した.
Table 3. DNase and RNase activities in E. coli CUltUl・edin the medium containing phloxine. 
l-h10xme， j00 ppm 
C0l1tro1 
DNase activity 
OD， 260 11m Ratio (%) 
0.490 274 
0.179 100 
RNase actviity 
OD， 260 nm Ratio (%) 
0.243 48.0 
0.510 100 
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DNase活性は試験思の方が強<:，対照区のそれよりも 2.7倍となり， DNAの分解ーが活発に起
こっているものと推定される.これに対し， RNase活性は試験区の方が{尽く，対照区の約 5096
の活性しか示さなかった.この結果は DNaseの場合とは会く逆の現象である.色素添加の大腸
闘では DNAb'よび RNAの代謝異常が生じていたと考えられる.
5. 色素投与マウス肝臓 DNAおよび色素添加大腸菌 DNAに対する DNaseの作用
フロキシンが生体の DNA代謝に何らかの影響を与えたとすれば，その DNAは物理化学的な
性質が変化し DNaseK対する感受性が異なるはずである.それらのことを調べ，結果を Table
4 rc示した.
ぐrable4. Action of DNase on DNAs treated with phloxine. 
Action of DNasc 
OD， 260 nm Ratio (%) 
Mouse liver DNA 
Phloxine， 1.0% 0.417 95.4 
Phloxinc， 2.0% 0.331 76.0 
Control 0.4-37 100 
E. coli 
Phloxine， 100 ppm 0.110 61.5 
Control 0.179 100 
マウスでは色素投与の肝 DNA(試験区)が DNase作用を受けにくくなっており，ブロキシ
ンの投与濃度が増加するにつれて被分解度が低下していた.大腸弱から抽出した DNAでは，試
験毘が対照、i哀の 6096しか DNase作用を受けないという結果がえられ，これはマウス今j汗 DNA
と向じ傾向であった.
これらの結果から，フロキシンが DNAの塩基と反応したのか， 3主体機迭(二本銭構造) f乙変
化を与えたのか，あるいは DNAの主鎖を切断して低分子化したのか，その他ηことが考えられ
るが，そのいずれであるかは定かではない. しかし，色素の invivoでの処理(投与)が， DNA 
の物理化学的性質に若干の変化を与えたことは切らかである.
6. マウス肝臓および大腸菌の塩基組成
ブロキシンが DNAの;境基にまで影響を及ぼすかどうかについて調べるために，フロキシン投
与与‘マウスのj肝汗 DNA;Jか￥示Pよぴ色芸索ミ添加よ培音i地也で‘f以A
の対R照限字夜、E院の DNAの坂基と比絞検討討.した.
Table 5. Base composition of DNA preparations treated with phloxine in vivo. 
Preparation Adenine Guanine Cytosine Thymine 
Mouse liver DNA 
Test， 2 % 29.4 21.3 19.4 29.9 
Control 29.6 21.6 19.7 29.0 
E. coli DNA 
Test， 100 ppm 23.1 26.6 26.7 23.6 
Control 23.8 26.0 26.8 23.3 
Table 5から切らかなように，マウス肝臓も大腸菌もそれぞれ対照誌と試験涯の DNAの塩碁
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組成には謹異が見られなかった.このことは フロキシンは DNAの塩基そのものの変換という
ような作用はしていない ζ とを示している.
7. マウス肝臓DNAのショ糖密度勾配逮心
フロキシン投与のマウス肝 DNAがIE常か，あるいは物漣化学的変化を受けているかを調べる
ために， DNAのショ糖密度勾配遠心を行ない， DNAの各成分の比較を行なった.シ百糖密度勾
記述心留を Fig.lK示した.
O. 15 
g 
口
o a 0.10 
Q 。
0.05 
?
?
10 20 
Fraction Number 
30 
Fig. 1. Sedimentation patterns of live1' DNA from phloxine-fed mouse and 
日o1'malone.
DNA solution was subjected to sedimentation analysis th1'ough 5 
to 20% sucrose g1'adient containing 0.1 M sodium chloride-0.05 M 
phosphate buffer， pH 7.0， for 4 h1's at 30，000 rpm at 10 oC. 
@一一ー .Control， 0一一一o2.0% phloxine administr・atron
対照区のマウス肝 DNAの沈降定数は 24Sが主体をなしているが， 65S，50Sと大きい値の成
分のものも含んでいた.試験区の DNAの沈降定数は対照区のような大きい成分 (65S，50S) は
なく， 20Sの小さい値の成分が主体であった.
沈降定数が大きければ分子量は大きく，したがって上記の結果は DNAの大きな分子がフロキ
シンの投与によって低分子化したと考えられ，生体内で DNA分子の切断すなわち染色体の切断
がこの色素によって誘起されたと推定される.これはウイノレス誘発剤ならびに3苦痛剤が DNAを
切断するという内問ら16，22)の報告とも類似した結果である.このようにブロキシンは DNA切断
能を有し，また大腸菌lζ対して突然変異誘起性を示すことが賀自ら23)によって証明されてbり，
ζれらの事実からフロキシンの安全性についてはとく K注意を払うべきであると考えられる.
摘 饗
フロキシンをマウスbよび大腸惑に投与して，マウスの外観，大腸菌の2，3の酵素活性， .:b' 
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よびマウス，大腸菌の DNAIこ及ぼす影響を検討した.
1. フロキシンを投与されたマウスは粗=6，脱毛痕状，皮!授の炎症などが見られ，歩行運動も
災Ili~で，切らかに対照区との!自に差異が認められた.
2. フロキシン添加地地でJ告義した大腸菌のカタラーゼ活性は著しく低い伎を示した.
3. フロキシン添加培地で培養した大腸闘の DNase活性は対照宮よりも著しく商く，逆l乙
RNase 活性は低い僚を示し，色素添加の大腸磁では核酸代裁に異常が生じていた.
4. フロキシンは invi仰で DNAの物浬化学的性質に若干の変化を与え，色素投与の供試生
物の DNAは DNaseIC対する感受性が対照、の DNAと異なっていた.
5. 供試生物の DNAの境基組足立は包楽投与の有無にかかわらず，その閥には差異が見られず，
フロキシンは DNAの臨基それ自体lζは影響を与えなかった.
6. フロキシン投与のマウス!汗 DNAのショ機密度勾配遠心図は，色ぷ無投与の DNAIC見ら
れたような沈降定数の大きい値の成分はなく小さい{肢の成分が主体であった.
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